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RESUMO

Titulo: DETERMINAGAO DIRETA DE TRANS-RESVERATROL EM PLASMA HUMANO
USANDO ESPECTROFLUORIMETRIA E ADICAO-PADRAO DE SEGUNDA ORDEM

Autora: Cristina Donizeti Bernardes
Orientador: Prof. Dr. Marcelo Martins de Sena
Co-Orientador: Prof. Dr. Ronei Jesus Poppi (IQ/Unicamp)

O trans-resveratrol é um antioxidante presente, principalmente, em uvas tintas
e seus derivados. Muitos estudos tém associado a sua ingestdo a reducédo de
doencas cardiovasculares, colesterol LDL e cancer. Com isso surgiu o interesse em
determina-lo em plasma. Este trabalho desenvolveu um novo método
espectrofluorimétrico para a determinagdo direta de trans-resveratrol em plasma
sanguineo humano usando a vantagem de segunda ordem, a qual permite
determinar um analito na presenca de interferentes desconhecidos e é propiciada
pelo método quimiométrico andlise de fatores paralelos (PARAFAC). Para cada
medida foram obtidas superficies espectrais nas faixas de comprimento de onda de
excitacao de 280 a 360 nm e de emissdo de 380 a 550 nm. A estratégia adotada
neste trabalho combinou o uso do PARAFAC, para a extracdo do sinal analitico
puro, com o método da adi¢cdo-padrdo, para a determinacao na presenca de um
forte efeito de matriz causado pela interacdo do analito com as proteinas presentes
no plasma. As amostras de plasma foram diluidas 10 vezes e para cada uma foram
feitas 4 adicbes de uma solucdo-padrdao de trans-resveratrol. Todas as
determinacdes foram feitas com amostras em triplicata. Um modelo PARAFAC
especifico foi obtido para cada amostra, através de um arranjo cubico de dados
formado por 5 medidas (a amostra original mais 4 adi¢des), 17 comprimentos de
onda de excitacdo e 86 comprimentos de onda de emissdo. Os melhores modelos
foram selecionados com 4 fatores e explicaram mais de 99,90 % da variancia total
dos dados. Os pesos (loadings) obtidos foram atribuidos ao trans-resveratrol e a trés
diferentes interferentes, entre eles o triptofano. Os escores obtidos para o analito
foram usados em regressbes lineares e todas as curvas de adicdo-padrao
apresentaram coeficientes de correlacdo de no minimo 0,99. Foram obtidos bons
resultados para a faixa de concentragdo de 0,10 a 5,00 ug mL™”, com o grau de
recuperacao variando de 95,5 % a 110,0 %. O método proposto foi ainda validado
através da estimativa de figuras de mérito, tais como sensibilidade, sensibilidade

analitica, seletividade, precisdao, limites de deteccdo e quantificagao.
X



ABSTRACT

Title: DIRECT DETERMINATION OF TRANS-RESVERATROL IN HUMAN PLASMA BY
SPECTROFLUORIMETRY AND SECOND ORDER STANDARD ADDITION

Author: Cristina Donizeti Bernardes
Advisor: Dr. Marcelo Martins de Sena
Co-Advisor : Dr. Ronei Jesus Poppi (IQ/Unicamp)

Trans-resveratrol is an antioxidant found mainly in red grapes and their
derivatives. Many works have recently related its intake with the reduction of
cardiovascular diseases, LDL cholesterol levels and cancer incidence. This work
developed a new spectrofluorimetric method for direct determination of trans-
resveratrol in human plasma by using the second order advantage, which allows
analyte determination in the presence of unexpected interferences and is provided by
parallel factor analysis (PARAFC). For each measurement, excitation-emission
matrices were obtained from 280 to 360 nm (excitation) and from 380 to 550 nm
(emission). The strategy adopted in this work combined the data treatment with
PARAFAC, for extracting the pure analyte signal, with the standard addition method,
which permits determinations in the presence of a strong matrix effect caused by
plasma analyte-protein binding. Plasma samples were diluted ten times and for each
one four standard additions of trans-resveratrol were performed, in triplicates. A
specific PARAFAC model was built for each triplicate of each sample, from three-way
arrays formed by 5 measurements (samples plus 4 additions), 17 excitation
wavelengths and 86 emission wavelengths. The best models were selected with four
factors and accounted for more than 99.90% of the data variance. The obtained
loadings were related to frans-resveratrol and three interferences. The scores related
to the analyte were used for linear regressions and all standard addition curves
presented correlation coefficients equal or largest than 0.99. Good results were
obtained in the concentration range from 0.10 to 5.00 ug mL', with a recovery
between 95.5 and 110.0%. The proposed method was also validated through the
estimates of figures of merit, such as sensitivity, analytical sensitivity, selectivity,
precision, and limits of detection and quantitation.
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1. Introducgao

O trans-resveratrol (RVT), 3,45 - triidroxiestilbeno, representado na Figura
1a, € um composto fitoalexino, cujas principais fontes na dieta humana sao uvas
tintas e seus derivados. Compostos fitoalexinos sao aqueles sintetizados por
algumas espécies de plantas para sua protecdo, em resposta a ataques biéticos ou
abidticos [1]. Além das uvas tintas, outras fontes de RVT s&o: amendoim, pistache,
lupulo e frutas vermelhas como a amora, o mirtilo e o arando [2], sendo que as duas
ultimas sao raramente cultivadas no Brasil, por serem tipicas de climas muito frios.
As concentragdes de RVT presentes nos alimentos e bebidas mais comuns a dieta
humana podem ser vistas na Tabela 1 [2-4].

O RVT é um poderoso antioxidante e € sintetizado, principalmente, nas
cascas das uvas, como resposta a ataques fungicos, infecgdes e estresses sofridos
pela videira, tais como incidéncia de radiacao ultra-violeta (UV) e presenca de
metais pesados no solo [5]. Além de estar presente nas cascas das uvas,
quantidades menores de RVT também sado encontradas em suas folhas, sementes e
polpa [6]. Além do RVT, as videiras produzem outros compostos antioxidantes
importantes, tais como catequina, epicatechina, quercetina e rutina. O RVT é
comercialmente extraido da planta Polygonum cuspidatum, utilizada na China e no
Japéo para tratar dermatites, gonorréia, pé-de-atleta e hiperlipemia [7].

Grande parte dos estudos sobre o resveratrol esta focada no seu isdmero
trans, uma vez que a atividade fisiol6gica do isémero cis, Figura 1b, ndo é muito
bem conhecida. Apenas sabe-se que 0 isbmero trans se isomeriza em cis quando
exposto a intensa radiagao UV [8]. O cis-resveratrol ndo foi encontrado em uvas da
espécie Vitis vinifera, mas foi detectado em vinhos produzidos com esse tipo de uva
[9], pois este isdbmero é formado pela isomerizacdo do trans-resveratrol ou pela
decomposicdo do polimero de resveratrol durante a fermentagdo [10]. O isémero
trans é termodinamicamente mais estavel que o cis, devido a repulsdo estérica

existente na molécula cis.
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Figura 1. Estruturas do (a) trans-resveratrol e (b) cis-resveratrol.

Tabela 1. Concentracdo de RVT em alimentos e bebidas mais comuns a dieta
humana.

Fontes de RVT na alimentacdo  Concentracao de RVT

Uvas tintas Napoledo 0,16 -3,54ugg”
Sucos de uvas tintas 0,50 mg mL™ (média)
Sucos de uvas tintas nacionais 0,19-0,90 mg L™
Sucos de uvas brancas 0,05 mg mL™" (média)
Vinhos tintos 0,1-143mgL"
Vinhos tintos nacionais 0,82 -5,75mg L™
Vinhos brancos <0,1-2,1mg L
Amendoins 0,02-1,92ugg”
Pistaches 0,09-1,67ugg’
Lapulo 0,5-1,0ugg"”
Amoras e arandos ~32ngg’

Mirtilos ~16ngg"




O RVT foi isolado pela primeira vez em 1940, das raizes de um tipo de lirio
pouco conhecido no Brasil, o heléboro branco (Veratrum grandiflorum O. Loes) [11].

Nas uvas viniferas o RVT s6 foi descoberto em 1976, em uvas da espécie
Vitis vinifera [1]. Estudos posteriores relataram sua ocorréncia principalmente em
cascas de uvas [12-15]. Porém, o RVT atraia pouco interesse até 1992, quando ele
foi descoberto como sendo o principal responsavel pelos efeitos cardioprotetores do
vinho tinto [16]. Esses efeitos foram logo associados a menor incidéncia de doengas
cardiovasculares e cancer na populagéo da Franca, apesar de sua alimentacao rica
em gorduras saturadas. Como € sabido que a populacao francesa ingere mais vinho
que outras bebidas, esse fato ficou conhecido como o “Paradoxo Francés” [17].

Desde 1992 muitos artigos [2] tém mostrado que o RVT pode prevenir ou
diminuir o progresso de uma grande variedade de doencas, incluindo cancer [18],
doencas cardiovasculares [19] e lesGes isquémicas [20,21]. Além disso, ele aumenta
a resisténcia ao estresse e o tempo de vida de varios organismos: de leveduras [22]
a vertebrados [23]. A atividade antioxidante do RVT da-se através da inibicdo da
atividade dioxigenase da lipoxigenase [24]. O RVT também pode atuar de modo
similar ao estrogénio e substitui-lo parcialmente nos tratamentos pés-menopausa
[25]. A atividade antiinflamatéria do RVT é explicada pela inibicdo da transcricéo e
da atividade da ciclooxigenase (COX1 e COX2) [3,26], inibindo também a sintese de
tromboxinas, atuando, portanto como anticoagulante [18,27,28]. O RVT atua sobre o
cancer de diversas maneiras, uma delas é a inibicdo da cascata do &cido
araquiddnico. Esta rota metabdlica pode induzir a génese de tumores [26]. Outra via
€ pela inibicdo da proteina C-quinase, um mediador chave na promocao dos
tumores, acdo que poderia explicar o seu efeito quimiopreventivo [29]. Estudos
indicam que o RVT pode induzir a apoptose, morte programada de células, atuando
como um agente anti-proliferativo de alguns tipos de tumores [25,30].

Atualmente, devido a todas as propriedades atribuidas ao RVT, ele é vendido
como suplemento alimentar nos Estados Unidos [31] e no Brasil [32]. Apesar disso,
ainda nao se conhece quais seriam os efeitos da ingestdao de capsulas de RVT, uma
vez que os fabricantes desses suplementos indicam doses de até 200 miligramas do
composto por dia. Um estudo de 2004 [33] indica que quando sado ingeridas doses
de 25 miligramas de RVT, grande parte é eliminada na urina e uma quantidade
muito pequena é biologicamente disponibilizada.



Dai surge o interesse na determinacdo de RVT em plasma humano.
A determinagdo quantitativa de RVT em plasma humano e de ratos tem sido feita
por métodos baseados em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)
[8,34-41]. A maioria desses estudos determina somente o isémero trans. Apenas
dois trabalhos determinam simultaneamente o isbmero cis [36,40]. Todos esses
métodos exigem tediosas etapas de extracdo e precipitacao de proteinas.

A determinacao espectrofluorimétrica direta de RVT em plasma nao é viavel
devido a presenca de interferentes naturais fluorescentes no sangue. Além disso, o
efeito de supressdo do sinal causado pelas proteinas do plasma (que varia de
individuo para individuo) impede a construcdo de uma curva de calibracdo que
possa ser generalizada para diferentes individuos.

Com base na importancia que o RVT vem demonstrando e nas dificuldades
existentes em sua determinacado cromatogréfica, ja citadas, o objetivo deste trabalho
foi a determinacdo direta de RVT em plasma humano usando a vantagem de
segunda ordem, que permite determinar um analito na presenca de interferentes
desconhecidos, e é propiciada pelo método quimiométrico de ordem superior
(multidimensional) analise de fatores paralelos (PARAFAC, Parallel Factor Analysis)
[42]. A estratégia empregada combinou o uso do PARAFAC, para separar o sinal do
analito do sinal dos interferentes, com o método da adicdo-padrdo, para a
quantificagdo na presenca de um forte efeito de matriz. A estratégia usada nesse
trabalho é semelhante a que foi usada em outras aplicagdes encontradas na
literatura, tais como na determinacdo de fadrmacos em matrizes bioldgicas: salicilato
em plasma humano [43], propranolol [44] e ciprofloxacina [45] em urina humana.
Esse tipo de estratégia também foi usada em determinacées em alimentos, tais
como: residuos do antibiético sulfaguanidina em mel [46], aflotoxina B1 em trigo [47]
e dos antibiéticos danofloxacina em leite bovino [48] e tetraciclina em soro de leite
bovino [49]. O método proposto foi ainda validado através da estimativa de algumas
figuras de mérito, tais como sensibilidade, sensibilidade analitica, seletividade,
precisao, limites de deteccéo e quantificacao.



2. Espectrofluorimetria

A espectrofluorimetria [50] € uma técnica analitica consagrada, que permite a
realizacdo de determinacbes com grande sensibilidade (os limites de detecgéo
tipicos estdo na faixa de ng mL") e seletividade, embora a sua aplicacdo seja
limitada a espécies que apresentem o fendmeno da fluorescéncia molecular (ou que
possam ser convertidas a moléculas fluorescentes, estratégia conhecida como
derivatizacdo). Essa técnica analitica tem sido muito usada como ferramenta
quantitativa em diversas areas, tais como, quimica, medicina, meio ambiente e

ciéncia de alimentos.

Neste capitulo serdo tratados os fundamentos e as aplicagbes obtidas pelo
emprego de fluorescéncia molecular que, juntamente com a fosforescéncia e a
quimiluminescéncia, caracterizam o grupo de técnicas chamadas luminescentes
[50]. Estas técnicas estao fundamentadas nos fendmenos que ocorrem quando uma
molécula, apo6s sofrer excitacao, retorna ao seu estado fundamental, produzindo um
espectro de emissdo caracteristico. Analises qualitativas ou quantitativas podem ser
realizadas a partir dos perfis e das intensidades de emissdo presentes nestes
espectros.

Ambas as técnicas de fluorimetria e fosforimetria baseiam-se na absorcao de
um foton pelo grupo fluoréforo para promover uma molécula a um estado excitado,
diferenciando-se entre si apenas quanto a natureza das transigcdes eletronicas,
sendo que no caso da fluorescéncia estas transicbes ocorrem sem envolver a
alteracdo de spins dos elétrons. Quando o estado excitado ndo é obtido pela
absorcdo de um féton, mas no decorrer de uma reacdo quimica, gerando
luminescéncia na desativacao deste estado, entdo este processo caracteriza-se
como um processo de quimiluminescéncia. Para um entendimento completo dos
fundamentos de fluorescéncia, é necessario compreender as transicoes eletrénicas

gue podem ocorrer numa molécula, como sera visto a seguir [50,51].



2.1. Transigbes Eletrénicas

De acordo com o principio de exclusao de Pauli, dois elétrons em um mesmo
atomo nao podem possuir todos os numeros quénticos idénticos. Este principio
determina que apenas dois elétrons sejam alocados em um mesmo orbital atdmico
ou molecular, os quais devem obrigatoriamente possuir um nuamero quantico
diferente, ou seja, spins contrarios. Sob estas circunstancias, é dito que os spins
estdo emparelhados. Um estado eletrbnico molecular em que todos os elétrons
estdo emparelhados € chamado estado singlete, caracterizando um estado
diamagnético, pois apresenta auséncia de momento magnético.

Quando um numero impar de elétrons esta presente em uma espécie
molecular, esta é chamada paramagnética, pois ela é sensivel aos estimulos de um
campo magnético. O estado fundamental desta molécula caracteriza um estado
duplete, pois o elétron desemparelhado pode assumir duas orientacées na presenca
de um campo magnético, enquanto que no estado triplete os dois elétrons
permanecem paralelos entre si, embora em estados quanticos diferentes (excitado e
fundamental). Quando um elétron do par de elétrons no estado singlete fundamental
de uma molécula é excitado a niveis maiores de energia, os estados singlete e
triplete excitados sdo permitidos. No estado singlete excitado, o elétron promovido
ainda se mantém emparelhado com o seu par, enquanto que no estado triplete os
dois elétrons se tornam desemparelhados e conseqglientemente, paralelos, conforme
mostra a Figura 2.

Estado Estado Estado
fundamental excitado expitado
singlete singlete triplete

Figura 2. Representacao dos estados eletrénicos singlete e triplete
e suas transicoes.



As propriedades de uma molécula excitada no estado triplete diferem
significativamente de uma no estado singlete excitado como, por exemplo, sendo
paramagnética no primeiro caso e diamagnética no segundo. Os estados triplete
apresentam menor energia em relacdo aos singletes excitados, de modo que esta
maior estabilidade eletronica eleva o tempo médio de decaimento ao estado
fundamental, situando-se em intervalos de tempo maiores que 10* s, podendo
chegar até varios minutos. Estas transicoes caracterizam os fenémenos de
fosforescéncia. Em contrapartida, estados singlete excitados sdo bastante
energéticos e instaveis, de forma que transicoes do tipo singlete excitado/singlete
fundamental sdo mais rapidas e com tempo de vida médio de 10° a 10® s. Estes
dois processos geram efeitos macroscopicos diferentes, pois processos
fosforescentes continuam a ocorrer mesmo com a fonte de radiacdo encerrada, o
gue nao é observado em processos fluorescentes. A Figura 3 mostra um material
fosforescente comumente usado como sinalizador e também animais que

apresentam quimiluminescéncia, também conhecida por bioluminescéncia.

640 s

Figura 3. (a) Ponteiros de reldgio confeccionados com material fosforescente.
(b) Algas, bactérias e vagalume: luminescentes (bioluminescéncia).



Uma molécula excitada pode retornar ao seu estado fundamental por diversos
caminhos e por processos que envolvam ou ndo a emissao de luz, de forma que na
maioria das moléculas excitadas sdo encontrados processos de relaxacdo nao
radiativos, fazendo com que apenas uma pequena parcela de moléculas emita
fluorescéncia. Geralmente, rotas de desativagdo nao radiativas envolvem processos
de relaxacao vibracional, conversdao interna, conversao externa e cruzamento
intersistemas. A relaxagao vibracional é a transferéncia de energia vibracional das
moléculas excitadas para outras moléculas (para o solvente, por exemplo) através
de colisbes e ndo através da emissdao de um féton. A conversado interna é um
processo intermolecular pelo qual uma molécula passa para um estado eletrénico de
menor energia através de relaxacdo, sem emissao de radiagcdo. Ja a conversao
externa é a interacdo e transferéncia de energia entre a molécula excitada e o
solvente ou outros solutos. O cruzamento intersistemas € o processo no qual o spin
de um elétron excitado € invertido, resultando em uma mudanca de multiplicidade da
molécula [52].

Fatores como a presenca de duplas ligacdes conjugadas, rigidez molecular,
temperatura, pH, solvente e presenca de atomos pesados sdo importantes aspectos
que influenciam na freqiéncia com que uma determinada molécula excitada
percorre uma ou outra rota de desativacdo. O caminho mais favoravel para a
desativacdo € aquele que minimiza o tempo de vida do estado excitado. Desta
forma, se o processo de emissao fluorescente é rapido em relacao aos processos de
relaxagdo nao emissivos, este fendbmeno € observado. Por outro lado, se os
processos nao emissores de radiacdo tém constantes de velocidade maiores, a
fluorescéncia ndao € observada ou ocorre de forma pouco intensa. Quanto maior a
tendéncia de uma molécula percorrer caminhos radiativos, maior sera o seu valor de
seu rendimento quéantico, parametro definido pela razdo entre o numero de
moléculas excitadas que emitem luz e o numero total de moléculas excitadas. Na
Figura 4 vemos o diagrama de energia parcial mostrando transicbes energéticas
associadas com os fendmenos de absorc¢ao, fluorescéncia e fosforescéncia, também

conhecido como diagrama de Jablonski (Alexander Jablonski, 1898 —1980).
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Figura 4. Diagrama de Jablonski; as flechas retas verticais indicam a emissao
de um féton de radiacao e as flechas sinuosas indicam os processos
nao radiativos.

2.2. Espectrofluorimetros

Um espectrofluorimetro é, em geral, composto por dois monocromadores, um
de excitacdo e um de emissao, uma fonte de excitacao (que normalmente é uma
lampada de mercurio ou de xendnio) e um sistema de deteccdo (que normalmente é
um tubo fotomultiplicador). Um monocromador é composto por um arranjo 6ptico no
qual uma fonte de luz policromatica incidente se decompde em seus diferentes
comprimentos de onda através de uma grade de difracdo. Os comprimentos de onda
para a excitacdo da amostra sao selecionados pelo monocromador de excitagao, e a
radiacao emitida é analisada pelo monocromador de emissao, sendo a intensidade
da radiacdo emitida determinada pelo tubo fotomultiplicador. A Figura 5 apresenta o
esquema de um espectrofluorimetro [52].
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Figura 5. Esquema de funcionamento de um espectrofluorimetro.

2.3. Intensidade de Fluorescéncia e Concentragcao

A intensidade de fluorescéncia Ir € diretamente proporcional a intensidade do
feixe de excitacado (lp), a absorbancia (ebc, onde € é a absortividade molar, b é o
comprimento percorrido pelo feixe na amostra e ¢, a concentracdo da espécie
fluorescente) e o rendimento quantico (®r) da espécie, definidos pela equacgédo a

sequir,

e =kl ®.ebc .

onde a constante de proporcionalidade Kr € uma funcao da resposta do detector e
de outros parametros instrumentais. Como I é proporcional a lp, a sensibilidade e o
limite de deteccdo podem ser incrementados com o aumento da intensidade da fonte
(limitada pela intensidade maxima em que ocorre a fotodecomposicao da amostra).
Este € um importante parametro que difere a espectrofluorimetria das técnicas de

espectroscopia de absor¢cao molecular, onde o aumento da intensidade da fonte nédo
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causa variacao na absorbancia. Outro fator divergente é gerado pela relagédo direta
entre a concentracdo do fluoréforo e a transmiténcia, ao contrario do que ocorre nas
técnicas de absorcao molecular. A combinacao destes parametros resulta em limites
de deteccdo menores e sensibilidade e seletividade maiores para métodos
luminescentes que para métodos baseados em absor¢cao molecular.

Para medidas consecutivas, onde a intensidade do feixe de excitacdo, o
caminho 6tico e outros parametros instrumentais sdao mantidos constantes (k), a

equacao 1 pode ser reduzida a equacao 2,
|- =k®.ec (2)

onde o rendimento quantico (®f) € um termo independente do comprimento de onda
de excitacdo, estando apenas diretamente relacionado com o comprimento de onda
de emissdo. Tomando-se o fato de que o rendimento quéantico varia apenas em
funcdo do comprimento de onda de emisséo, este pode ser substituido pelo termo
“coeficiente de emissdo relativo, 9, que assume diferentes valores a cada
comprimento de onda de emissdo j; desta forma, a intensidade de fluorescéncia I

pode ser definida através da equacao 3,

F
Iij — Z afafiafj

f=1 )

onde l; é a intensidade de fluorescéncia medida no comprimento de onda de
emissdo i e no comprimento de onda de excitagao j; a; € a concentracao do f-ésimo
fluoréforo; &; € o coeficiente de emissao relativo ao comprimento de onda de
emissé&o i do f-ésimo fluoroforo; g é o coeficiente de absor¢do molar do comprimento
de onda de excitacdo j do f-ésimo fluoréforo; F € o numero de fluoréforos na
amostra. Para varias amostras, contendo diferentes fluoréforos, a equacédo 3 pode
ser escrita como uma matriz de produtos, de acordo com a equacao a seguir,
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cleB)
F=A C\@\B @)
onde F é a matriz desdobrada de um arranjo tridimensional de dados contendo todas
as superficies espectrais; A € a matriz de concentracdo de todas as espécies
fluorescentes; B € a matriz dos perfis espectrais de emissdo de todas as espécies
fluorescentes medidos em todos os comprimentos de onda; C € a matriz dos perfis

espectrais de excitagcdo (que sao iguais aos perfis de absorcdo) de todas as

espécies fluorescentes; |®| € o0 produto de Khatri-Rao [53,54] (Apéndice 1).

Pelo fato de gerar facilmente dados de estrutura trilinear, a
espectrofluorimetria € o objeto do maior nimero de aplicacbes do PARAFAC
encontradas na literatura, tanto em calibracdo quanto na resolucdo de

espectros [43-49].

2.4. Matrizes de Fluorescéncia de Excitacao-Emissao

Quando a fluorescéncia de uma amostra é medida em diversos comprimentos
de onda de emissao para diversos comprimentos de onda de excitacdo, obtém-se
uma superficie ou matriz de excitagdo-emissao (EEM, Excitation-Emission Matrix).
Desta maneira, matrizes de excitacdo-emissdo sdo geradas por duas dimensdes
independentes de comprimentos de onda, sendo que uma destas dimensdes
caracteriza-se pelos perfis de excitacdo e a outra possui informacgéo referente ao
espectro de emissdao. O agrupamento destes espectros gera uma superficie
tridimensional de fluorescéncia, com a presenca de todas as bandas de excitagao e
emissao dos fluor6foros presentes [51]. Quando um conjunto de amostras é medido
nessas condicdes, obtém-se um arranjo de dados multidimensional (um tensor de
terceira ordem), o qual deve apresentar comportamento trilinear, a despeito da
presenca de ruido, espalhamentos (Rayleigh e Raman) e outros fendbmenos, tais
como difracdo de segunda ordem. Este comportamento torna os métodos
quimiométricos de segunda ordem, tais como PARAFAC e PLS multilinear (N-PLS,
N-Way Partial Least Squares), bastante adequados para o tratamento de dados
espectrofluorimétricos, pois o modelo matematico assumido por eles é condizente
com o modelo fisico que gera os dados [55].
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2.5. Espalhamentos da radiagao

A radiacao ao incidir em uma amostra podera ser absorvida, transmitida, e/ou
espalhada. A intensidade da radiacdo espalhada aumenta em funcdo do tamanho
das particulas presentes na amostra e causa um desvio do caminho original da luz
em todas as direcoes. Esses espalhamentos, que nada tém a ver com a eventual
fluorescéncia emitida pela amostra, mas podem interferir na analise, sdo conhecidos
como Rayleigh e Raman [50-52,56].

O espalhamento Rayleigh € elastico e é causado por moléculas ou
agregados de moléculas com dimensdes muito menores que o comprimento de
onda da radiacdo que incide sobre a amostra. JA o espalhamento Raman é
inelastico e é causado pelo fato da radiacdo espalhada possuir comprimentos de
onda maiores que o da luz usada para excitar a amostra. Ele decorre de colisbes
inelasticas entre os fétons da luz incidente e as moléculas, de modo que os fétons
espalhados podem ceder parte de sua energia a elas (excitando-as a estados
rotovibracionais mais elevados e originando as chamadas linhas Stokes). Se as
colisbes ocorrerem entre os fétons da luz incidente e moléculas em estados
rotovibracionais de maior energia, os fétons espalhados terdo energia maior que os
incidentes e a deteccéo da radiacdo espalhada fornecera as chamadas linhas anti-
Stokes. Como o numero de moléculas nos estados rotovibracionais mais elevados é
menor que no estado rotovibracional fundamental, as linhas anti-Stokes serdo
menos intensas que as Stokes. O resultado é o aparecimento de uma banda
(chamada Raman) que ocorre em uma regiao espectral deslocada em direcao a
maiores comprimentos de onda que o da radiacao incidente na amostra e que pode
se sobrepor a regido espectral em que aparece o espectro de fluorescéncia da
espécie de interesse [52].

No espalhamento Rayleigh ndo h& perda de energia, o comprimento de onda
da radiacdo espalhada é o mesmo da radiacao incidente. Em conseqiéncia, a
banda Rayleigh & bastante intensa e aparece sempre em comprimentos de onda
menores que 0s da banda Raman. J& no espalhamento Raman geralmente ha perda
de energia dos fétons incidentes na amostra para as moléculas que as constituem e,
em consequéncia, essa banda aparece em comprimentos de onda maiores que o da
luz incidente. Entretanto, esta banda é pouco intensa se comparada com a banda

Rayleigh. Ambas as bandas dependem do tipo de solvente e da quantidade de
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particulas dissolvidas na solugcdo. A Figura 6 mostra os espalhamentos Raman e
Rayleigh em um espectro de emissdo da agua deionizada.
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Figura 6. Espectro de emissado da agua deionizada mostrando
os espalhamentos Raman e Rayleigh.

Na andlise e interpretacdo dos espectros de fluorescéncia total, a presenca
destas bandas nao fluorescentes é encarada como interferéncia espectral e deve ser
evitada ou retirada. Além da sobreposicao gerada pelos espalhamentos, a principal
desvantagem da sua presenca ocorre quando as EEM sao utilizadas na
decomposicdo por métodos quimiométricos de ordem superior, como sera visto
neste trabalho. Basicamente, como pode ser visto na equacéo 3, a intensidade de
fluorescéncia de uma amostra € um produto direto de trés fatores independentes,
constituindo um modelo trilinear. Consequentemente, métodos quimiométricos
multidimensionais trilineares mostram-se eficientes na andlise destes tipos de dados.
No entanto, € observado que os padrdes matematicos dos espalhamentos nao
obedecem a um modelo trilinear, causando instabilidade e falta de reprodutibilidade
dos resultados, quando métodos quimiométricos de ordem superior sao utilizados.
Diversas ferramentas podem ser empregadas para a reducéo ou eliminacao destes
espalhamentos, seja através de processos instrumentais, como o uso de filtros ou
polarizadores do feixe de excitacdo, ou métodos numérico-computacionais, de modo
que as regides de espalhamento sejam substituidas numericamente, utilizando-se
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rotinas desenvolvidas em alguns softwares [56-58]. Neste trabalho, as regides dos
espectros de origem nao fluorescentes foram cortadas, uma vez que a substituicdo
pela forma numérica nao apresentou bons resultados e o equipamento utilizado nas
medidas ndo apresenta possibilidade de atuar com filtros ou polarizadores.

2.6. Supressao de Fluorescéncia

Outro importante fator que pode estar presente ndo apenas em espectros de
fluorescéncia total, mas em qualquer medida empregando-se fluorescéncia
molecular, é a supressdo de fluorescéncia (quenching). A supressao refere-se a
qualquer processo que cause reducdo do rendimento quéntico de um sistema
luminescente e ocorre devido a interacdo do fluor6foro com determinadas
substancias denominadas supressores, ou devido a altos niveis de concentracao
das espécies fluorescentes. Altas concentragdes dos fluoréforos podem gerar dois
“tipos” de supressao: auto-supressao e auto-absorcdo, sendo que no primeiro caso
as moléculas excitadas transferem energia as moléculas do solvente, diminuindo a
intensidade das bandas de fluorescéncia. A auto-absor¢cdo ocorre quando existe
sobreposicao das bandas de excitacdo e emissao de fluorescéncia, de modo que a
radiacao emitida é absorvida para excitacao de outras moléculas, chegando apenas
parte da radiacao emitida ao detector. A Figura 7 mostra o efeito supressor do

aumento da concentracao de um fluoréforo sobre sua intensidade da fluorescéncia.

>
c

Figura 7. Grafico mostrando a supressao da intensidade de fluorescéncia
em funcdo do aumento da concentracao.
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Matrizes biolégicas apresentam grandes concentracdes de proteinas, sendo
que muitas destas proteinas causam supressdo de fluorescéncia, principalmente
devido a presenca de aminoacidos fluorescentes como triptofano e tirosina. A
supressao nestes sistemas da-se de diversas formas, mas o principal efeito ocorre
devido a auto-absorcdo do sistema tirosina-triptofano, bem como pelas interacdes
peptidicas entre os fluoréforos [51]. Existem alguns procedimentos utilizados para se
eliminar o efeito de supressao ou reduzi-lo, minimizando a sua interferéncia nas
analises. Em meios com elevada concentracdo de proteinas, a separacao destas
proteinas € um dos procedimentos mais empregados, embora possam ocorrer
consideraveis perdas na recuperacao. Outra possibilidade € a diluicdo das amostras,
0 que a principio parece ser mais interessante, pois nao envolve etapas mais
requintadas de preparacdo da amostra. No entanto, a diluicdo pode diminuir a
concentracdo do analito para niveis proximos ao limite de quantificacdo. Uma
terceira possibilidade é se construir o modelo de calibracdo na presenca das
proteinas e, consequentemente, na presenca do processo de supressao, baseando-
se no fato que todas as amostras terao o mesmo grau de supressao. Este
procedimento s6 € viavel se a concentracao das proteinas no meio nao apresentar
grandes variacoes, de forma que o sistema em estudo tenha um comportamento
regular [59]. A estratégia utilizada neste trabalho fez uso, além da diluicdo, do

método da adicao-padrao devido a ocorréncia de um forte efeito de matriz.
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3. PARAFAC

Com o desenvolvimento dos microprocessadores, a partir do inicio dos anos
setenta, os laboratorios quimicos passaram a utilizar os microcomputadores cada
vez mais, gerando uma quantidade de dados maior e mais complexa. Com isso,
surgiu a necessidade de técnicas de tratamento de dados matematica e
estatisticamente mais complexas. A quimiometria é uma disciplina que teve sua
criagdo motivada devido a dificuldade de lidar com esse volume de dados [60-62].

O termo quimiometria (chemometrics) foi proposto no final dos anos setenta e
pode ser definida como a disciplina que trata da aplicacdo e desenvolvimento de
métodos de estatistica multivariada no tratamento de dados quimicos. Foi dentro da
area de quimica analitica [61] que a quimiometria causou mais impacto. Dentre os
métodos instrumentais de analise, raros sdo os absolutos, nos quais o analito é
quantificado de forma direta (ex.: métodos gravimétricos). A grande maioria dos
métodos analiticos é realizada de forma indireta, ou seja, etapas de calibracdo sao
essenciais para realizar a determinacao do analito. Nestas etapas, visa-se encontrar
a melhor relagdo possivel entre respostas instrumentais, obtidas através de um
determinado método, e os valores de uma grandeza conhecida, como concentracao,
para um grupo de objetos ou amostras [63]. Os métodos de calibracdo usados em
quimica analitica podem ser classificados de acordo com a dimensdo dos dados

analisados [64] e esse assunto sera tratado a seguir.

3.1. Ordem dos Dados Analiticos

Os métodos de ordem zero sdao usados para analisar dados univariados,
gerados por instrumentos como pHmetros e colorimetros. Nesses casos a resposta
medida para cada amostra € um valor escalar, ou seja, a calibragdo € univariada.
Esses métodos requerem que as medidas instrumentais sejam seletivas para o
analito de interesse, nao fornecendo resultados aceitaveis na presenca de
interferentes. J& métodos de primeira ordem sdo usados para tratar dados

multivariados, gerados por instrumentos como espectrémetros e cromatografos.
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Nesses casos a resposta medida para cada amostra é um vetor e a calibracdo pode
ser tanto univariada como multivariada de primeira ordem. Esses métodos
possibilitam a analise mesmo na presenca de interferentes, desde que estes estejam
presentes no conjunto de calibracdo usado para construir o modelo, e a
possibilidade de detectar amostras andémalas (vantagem de primeira ordem).
Instrumentos que fornecam como resposta uma matriz de dados para cada amostra
geram dados de segunda ordem. Como exemplo, podem ser citadas as chamadas
técnicas hifenadas, tais como cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (GC/MS, Gas Chromatography coupled with Mass Spectrometry) e
cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccéo por arranjo de diodos (CLAE-
DAD ou HPLC-DAD, High Performance Liquid Chromatography with Diode Array
Detection). Dados de segunda ordem podem ainda ser obtidos por
espectrofluorimetria, analise de injecdo em fluxo com deteccao espectrofotométrica
e anadlise de imagens [55]. O uso de métodos de calibracdo de segunda ordem
permite a incorporacdo de uma maior quantidade de informacao ao modelo, levando
a uma série de possiveis vantagens sobre métodos de ordem inferior. Uma destas
vantagens é a possibilidade de obtencao dos espectros (ou outros sinais,
dependendo da técnica empregada) puros de cada componente do sistema,
aplicando um numero minimo de restricbes ao modelo. Uma outra vantagem
importante é a possibilidade de determinacdes, sob certas condicées, na presenca
de interferentes desconhecidos, que nao estejam presentes no conjunto de
calibracdo, a chamada “vantagem de segunda ordem” (que sera discutida
posteriormente). Métodos de ordem igual ou superior a trés (também denominados
dados de ordem superior) sdo possiveis, embora ndao abundantes na literatura
quimica. Espectros de fluorescéncia de excitacdo/emissdo obtidos em fungdo do
tempo para cada amostra sdo um exemplo de dados de terceira ordem presentes na
literatura [65]. Porém, um dos fatores que ainda restringe a aplicacao desse tipo de
calibracao é a elaborada instrumentacdo necessaria para a aquisicdo dos dados.
Uma vantagem deste tipo de calibragdo é que como se tem um cubo de dados por
amostra, o perfil caracteristico de cada ordem pode ser unicamente determinado
para cada espécie na amostra. Entretanto, maiores vantagens para esse tipo de

calibracao ainda séo desconhecidas [64,66].
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A Figura 8 mostra uma representacdo esquematica dos trés tipos de dados
utilizados nos trés tipos de calibracdo citados para, por exemplo, um sistema de
analise por Injecao em Fluxo (FIA) com deteccéao por arranjo de diodos (DAD) [66].

Ay

- H: (ordem zero)
045 R‘L ?lﬂ
Absorbénciau‘“ LSRN N _
A AR SOMRERN t ty (la. ordem)
': AT :.-\" 3 /

(2a. ordem)

@ ’ Tempo (s)

Figura 8. Representacao esquematica dos diferentes tipos de dados em um sistema
FIA-DAD: (a) escalar (uma Unica medida instrumental), (b) vetor de dados,
(c) matriz de dados [66].

3.2. Analise de Fatores Paralelos

O PARAFAC é um método de decomposicao para dados multidimensionais
proposto por psicometristas nos anos setenta e usado desde os anos noventa por
quimicos [53]. Um modelo PARAFAC para dados tridimensionais é dado por trés
matrizes de pesos (loadings), A, B e C, com os elementos ay, by e ck (EQ. 5),
respectivamente, correspondentes a cada uma das dimensdes dos dados. O modelo
trilinear é ajustado para minimizar a soma dos quadrados dos residuos, ejk, na

seguinte equacéao,
N
Xik = Zaifbjfckf T € )
f=1
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onde xjx € um elemento do conjunto de dados trilinear e ej representa os residuos
do modelo. O indexador i representa a i-ésima linha, j a j-ésima coluna e k, a k-
ésima fatia do cubo de dados; f representa o f-ésimo fator selecionado pelo modelo.
A equacao 5 pode ser representada também na forma matricial, de acordo com a

equacao 6, ou na forma geométrica (Fig. 9),

X IXJK) — A(C‘®‘B)T + E(IxJK)

( (6)

onde X, de dimensdes | x JK, & a matriz desdobrada dos dados e E é a matriz
desdobrada dos residuos do modelo. Desdobrar (unfold) uma matriz tridimensional
significa rearranja--la em uma matriz bidimensional.

Repare que a equacao 4 (pg. 12), a qual representa o modelo fisico-quimico
que gera dados espectrofluorimétricos, € um caso particular da equacao 6,

demonstrando a adequabilidade do modelo PARAFAC a esse tipo de dados.

c,’ C,' c
X = b+ [ b,.-+[ b7 +E
Il /K a1 a2 aF
—VJ H’—J
Triade
= BT + E
A

Figura 9. Representagcdo geométrica do modelo PARAFAC. Decomposi¢éo de um
arranjo de dados tridimensional em F triades de vetores peso.

Na Figura 9, a decomposicao dos dados do tensor X é representada tanto na
forma de triades, onde cada triade corresponde a um fator (equivalente ao termo
componente principal na analise de componentes principais, PCA), assim como na

forma de matrizes. No PARAFAC, todas as matrizes obtidas na decomposicao de
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dados sdo chamadas de matrizes de pesos, ao contrario do que ocorre na PCA. Os
pesos da dimensdo das amostras (normalmente contidos na matriz A) sédo algumas
vezes também chamados de escores (scores) por analogia com a PCA [42,53].
E importante destacar ainda que dados de quatro ou mais dimensdes também
podem ser analisados pelo PARAFAC de maneira analoga.

O algoritmo usado para resolver o modelo PARAFAC é o dos Minimos
Quadrados Alternantes (ALS, Alternating Least Squares). O ALS sucessivamente
assume o0s pesos em dois modos e entdo estima o conjunto desconhecido de
parametros do ultimo modo [53]. O ALS pode ser iniciado a partir de valores
aleatérios ou usando algum tipo de decomposicdo dos dados, tais como
decomposicdo trilinear direta (DTLD, Direct Trilinear Decomposition) [67] ou
decomposicdo em valores singulares (SVD, Singular Value Decomposition).
Normalmente, o padrdao (defaulfy usado no PARAFAC ¢é a DTLD [68].
O algoritmo converge iterativamente até atingir um critério de convergéncia ou um
namero de iteracdes previamente definidos [68,69]. O padrao usado costuma ser
uma diferenca de ajuste entre sucessivas iteragdes de 1.107° ou um nimero maximo
de 2.500 iteracdes [68]. Os passos do algoritmo para um modelo PARAFAC séao
resumidos a seguir [42]:

(0) Decida o numero de fatores, F;

(1) Inicie B e C;

(2) Estime A por um ajuste de minimos quadrados a partir de X, B e C =
A =XZ"(ZZ")", onde Z = (C|®|B)";

(3) Estime B de maneira analoga;

(4) Estime C de maneira analoga;

(5) Retorne ao passo (2) até que o critério de convergéncia seja atingido.

O PARAFAC pode ser considerado como uma versao restrita do método
Tucker3 [53,69] com uma matriz central superidentidade (gqer=1 quando d = e =f e
daet = 0 nas outras posicdes, ou seja, o primeiro fator de uma dimensédo s6 se
relaciona com os primeiros fatores das outras e assim, sucessivamente). Ele é
menos flexivel, usa menos graus de liberdade e produz solugbes Unicas que
independem de rotacdo. Essa Ultima caracteristica € a grande vantagem para a
modelagem de dados espectroscépicos.
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A escolha do numero de fatores € uma etapa crucial da analise, ndo existindo
para ela um critério absoluto. A escolha pode ser feita baseada na variancia
explicada pelo modelo, no conhecimento quimico do sistema, em métodos de
reamostragem e validacao cruzada (split-half) [70] ou no “teste de consisténcia
trilinear” (CORCONDIA, CORe CONsistency DIAgnostic) [53,69,71]. No caso de
aplicac6es em calibracdo multidimensional, essa escolha também pode ser feita com
base no menor erro de previsdo da relacdo dos escores com a propriedade de
interesse.

O CORCONDIA é baseado na interpretacdo do PARAFAC como um modelo
Tucker3 restrito. O Tucker3 € aplicado aos parametros do modelo PARAFAC
estimado e, se houver consisténcia trilinear, espera-se que os elementos da
superdiagonal do tensor central (G) tenham valores préximos de um e os demais
elementos valores proximos de zero. A definicio matematica € expressa pela

seguinte equacao,

ZZZ(gdef _hdef )2
CORCONDIA = 100*| 1-=— (7)
2.2 2 NG

d=1 e=1 f=1

onde g4t € O elemento da matriz central calculada segundo o modelo Tucker3 a
partir dos pesos do PARAFAC, hgt € 0 elemento de um tensor binario contendo
valores um na superdiagonal e zero nas demais posicoes e F € o niumero de fatores
do modelo. Um valor de CORCONDIA superior a 90 % indica a adequacao do
modelo PARAFAC, um valor em torno de 50 % indica deficiéncia de trilinearidade e
valores proximos de zero ou negativos indicam inconsisténcia trilinear. O
CORCONDIA é uma ferramenta para detectar sobre-ajuste em um modelo
PARAFAC, mas nao sub-ajuste. O valor de CORCONDIA para um modelo estimado
com um numero de componentes menor do que o real estara préximo a 100 %, pois
a estrutura de tal modelo sera trilinear. Portanto, o modelo adequado sera aquele
com maior niumero de componentes e que preserve a estrutura trilinear (assumindo
que o ruido nao é trilinear).

Outra caracteristica importante do PARAFAC ¢ a possibilidade do uso de
restricdes (constraints). O ajuste de um modelo restrito sempre é menor que o de um

modelo nao restrito (menor variancia explicada). No entanto, a perda de ajuste é
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compensada pela obtencdo de um modelo mais facilmente interpretavel e realista.
As restricbes mais comuns sao nao-negatividade, ortogonalidade e unimodalidade.
A restricao de nao-negatividade é usualmente adotada na resolucao de espectros, ja
que parametros espectrais negativos ndo possuem significado fisico [53,69].

O uso do PARAFAC para calibragdo segue uma estratégia analoga a da
Regressao por Componentes Principais (PCR, Principal Components Regression).
Exclusivamente no PARAFAC, as amostras de concentracdes conhecidas e
desconhecidas sao decompostas simultaneamente. Depois, tal como na PCR, os
pesos das amostras (ou escores) especificamente obtidos para o fator de interesse
na amostra desconhecida sao relacionados com as concentracdes conhecidas do
conjunto de calibracao através de uma regressao linear [55,69].

3.3. Adicao-padrao de Segunda Ordem

O método da adicao-padrdao é bastante conhecido entre os quimicos
analiticos e sua descricao pode ser encontrada na maioria dos livros didaticos de
analise quantitativa e instrumental [72,73]. Ele é aplicado a dados univariados
(ordem zero) como um meio de superar o efeito de matriz que afeta a maneira pelo
qual o instrumento responde ao analito. Este método requer duas condicdes para o
sucesso da calibracao:

(1) O instrumento deve responder linearmente ao aumento da concentragdo do

analito.

(2) Quando a concentragao do analito for zero, a resposta instrumental também

deve ser igual a zero.

A estimativa da concentragcdo do analito na amostra € obtida através de um
grafico da resposta instrumental (ordenada) em funcdo da quantidade de padréao
adicionada (abscissa), usando o valor da interseccdo da reta ajustada aos dados

com o eixo das abscissas.

Em 1979, Saxberg e Kowalski propuseram uma extensdo do método da
adicdo-padrao para dados multivariados (primeira ordem), batizada de método da
adicdo-padrao generalizado (GSAM, Generalized Standard Addition Method) [74].
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O GSAM permite que multiplos analitos e interferentes sejam adicionados a amostra
simultaneamente e utiliza uma regressao linear multipla para obter as previsoes [75].
Isto relaxa a restricio de que o método analitico seja inteiramente seletivo para o
analito de interesse. Portanto, na auséncia de todas as espécies incluidas no
modelo de calibragéo, a resposta instrumental devera ser zero em todos os canais.
Entretanto, resultados adequados ndo serdo obtidos, se houver alguma fonte de

sinal instrumental nao calibrada.

Em 1995, Booksh e co-autores propuseram outra extensdo do método da
adicdo-padrao, desta vez, para dados multidimensionais (segunda ordem), a qual foi
chamada de método da adicao-padrao de segunda ordem (SOSAM, Second-Order
Standard Addition Method) [76]. Eles analisaram dados de segunda ordem cinético-
espectroscopicos com o objetivo de determinar tricloroetileno e usaram o DTLD [67]
como método de decomposicdo. O SOSAM pode ser resumido em trés etapas:

(1) O DTLD é aplicado na decomposicdo de um arranjo de dados de terceira
ordem, formado pelo agrupamento dos dados de segunda ordem da amostra
e de cada adicao sucessiva. O numero de fatores usado na decomposicao

devera corresponder ao numero de analitos mais o de interferentes.

(2) A matriz de pesos da dimensao correspondente a composi¢cdo da amostra
devera conter em suas colunas a informacao relativa as concentragcées do
analito e dos interferentes. A identificacdo de qual coluna corresponde ao
analito de interesse pode ser feita pela comparacdo dos pesos da dimensao
dos espectros (ou de outro tipo de sinal) com o espectro do analito puro.

(3) Os valores da coluna identificada, correspondentes as concentracées do
analito na amostra e ap6és as adigdes sucessivas, serdo usados em uma

regressao, da mesma maneira que em uma adigao-padréo univariada.

Um dos principais aspectos a serem ressaltados no SOSAM ¢ a utilizagdo da
“vantagem de segunda ordem”, definida como a habilidade de realizar uma
determinacgdo na presenga de interferentes previamente desconhecidos (unexpected
interferences) [53,64,77]. Uma outra definicdo pode ser dada como “toda vantagem
analitica usada na determinagdo de um analito, que pode ser obtida com dados de
segunda ordem ou superiores, e que nao pode ser obtida com dados de ordem zero

ou um” [78].
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Quando os dados sao analisados com o método PARAFAC, para que a
vantagem de segunda ordem ocorra, duas condicdes devem ser satisfeitas:

(1) Os dados devem ser, no minimo, trilineares ou aproximadamente trilineares.

(2) As amostras a serem previstas devem ser decompostas simultaneamente

com as amostras de calibracao.

O uso de um método de segunda ordem € condicdo necessaria, mas nao
suficiente, para que haja vantagem de segunda ordem. O N-PLS [79], por exempilo,
€ um método de segunda ordem, mas ndo propicia vantagem de segunda ordem,
pois realiza primeiro a decomposi¢do do conjunto de calibracdo para depois projetar
as amostras a serem previstas. Dentre os métodos que permitem o uso da vantagem
de segunda ordem, estdo o PARAFAC, o DTLD e o GRAM [80], os quais satisfazem
a segunda condicdo mencionada acima. A vantagem de segunda ordem pode ser
obtida ainda pela combinacdo dos seguintes métodos: método de resolugdo de
curvas multivariado (MCR, Multivariate Curve Resolution) com o de quadrados
minimos alternantes (ALS), MCR/ALS [81], método dos quadrados minimos bilinear
(BLLS, Bilinear Least Squares) [82] com um procedimento conhecido como
bilinearizacao residual (RBL, Residual BiLinearization), BLLS/RBL [83], método dos
quadrados minimos parciais desdobrado (U-PLS, Unfold Partial Least Squares) com
bilinearizacdo residual, U-PLS/RBL [84,85] e ainda o método dos quadrados

minimos parciais multilinear com bilinearizacéo residual, N-PLS/RBL [86,87].

Na aplicagcdo deste trabalho, o método empregado na decomposicdo dos
dados foi o PARAFAC, ao invés do DTLD, originalmente proposto no SOSAM. Na
comparacao entre os dois métodos, o PARAFAC apresenta a vantagem de ser mais
robusto a presenca de ruido nos dados, o que muitas vezes impede a aplicacao do
DTLD a dados reais [53, 69,77].
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3.4. Figuras de Meérito

Ao se propor um novo método analitico ha a necessidade de se averiguar a
sua confiabilidade e adequacao através de um processo denominado validacao
analitica. Existem 6rgaos de fiscalizacdo nacionais e internacionais que estabelecem
as normas que devem nortear o processo de validacdo analitica. No Brasil temos a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e o Instituo Nacional de
Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial (INMETRO). Os principais 6rgaos
reguladores internacionais sao: United States Pharmacopeia (USP), International
Conference on Harmonization’s (ICH), International Standard Organization (ISO) e
American Society for Testing and Materials (ASTM) [66].

Os métodos analiticos baseados em calibracdo multivariada séao
relativamente recentes e a sua aceitacao pelas agéncias e organismos reguladores
ainda é restrita. Existe um longo caminho a ser percorrido até a certificacdo desses
métodos e um requisito essencial para isso € a validacao dos mesmos [88-91]. Essa
validacdo consiste em atestar a eficiéncia do método para a funcédo a qual ele se
destina e pode ser obtida pela determinacdo de parametros que sao conhecidos
como figuras de mérito (FOM, Figures of Merit). Para o método desenvolvido neste
trabalho serdao determinadas, além da exatidao e da precisdo, as figuras de mérito
sensibilidade, seletividade, sensibilidade analitica, limite de deteccdo e limite de
quantificagao.

Na estimativa de figuras de mérito para métodos de calibracdo de primeira e
segunda ordens, a parte do sinal que se relaciona unicamente com o analito de
interesse é mais importante do que o sinal total. Essa parte Unica do sinal é
denominada sinal analitico liquido (NAS, Net Analyte Signal), conceito que foi
proposto pioneiramente por Lorber, em 1986 [92]. O NAS ¢ definido como a parte do
sinal analitico que é ortogonal ao sinal dos interferentes presentes na amostra. A
propriedade de ortogonalidade do NAS pode ser observada pela representacao

geométrica a seguir [93].
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Figura 10. Ortogonalidade do NAS

Para dados de segunda ordem, diferentes formas de estimar o NAS foram
propostas na literatura [94-96]. Uma discussdo comparativa desses métodos de
maneira mais aprofundada esta além dos objetivos deste trabalho e pode ser
encontrada na literatura pertinente [66,93,97]. Figuras de mérito tais como
sensibilidade, seletividade e limite de deteccao, costumam ser calculadas em funcao
do NAS para métodos de calibracédo de primeira e segunda ordens.

A sensibilidade (SEN) corresponde a fracdo do sinal que é acrescida quando
a concentragao da espécie de interesse tem seu valor elevado em uma unidade [66].
Neste trabalho a SEN sera calculada através da equacdo 8, que é a forma
especifica da equacao geral proposta por Olivieri e Faber [98], considerando que
neste trabalho apenas um analito foi determinado. Esta é a mais recente proposta
para estimar a SEN de modelos de calibracdo de segunda ordem, sendo aplicavel
independentemente do método usado para calcular o NAS e considerada a mais
condizente [66,93].

SEN = g{[(bTPJ,intb)* (CTPk,intc)]q }1/2 (8)

Na equacéo 8, b e ¢ sdo os vetores com os perfis do analito na segunda
e na terceira dimensao, respectivamente; Pyinx € Pkint S840 as projecdes que
removem as contribuicbes das espécies interferentes na segunda e na terceira
dimensao, respectivamente. Destaca-se que estes vetores e matrizes contém
apenas perfis normalizados. O fator de escala g corresponde ao sinal do
componente de interesse em concentragdo unitaria. No caso do PARAFAC os
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valores de g equivalem as inclinagdes das retas ajustadas entre o valor dos escores
das amostras de calibracao e as concentracdes de referéncia de cada espécie [93].
A seletividade (SEL) € uma medida, variando entre 0 e 1, do grau de
sobreposicao entre o sinal da espécie de interesse e o sinal dos interferentes
presentes na amostra, indicando quanto do sinal é perdido por essa sobreposicao.
Neste trabalho, a SEL também sera estimada a partir da proposta de Olivieri e Faber

[98], de acordo com a equacao 9,

SEL = {[(bTPJ,intb)* (CTPk,intc)]q }1/2 9)

onde os perfis de todas as espécies estdo normalizados. Para métodos de ordem
zero (univariados) espera-se que a seletividade esteja muito proxima de 1, uma vez
que esses métodos exigem que o sinal do analito seja totalmente seletivo, livre de
interferentes. J& em relacdo a métodos de primeira ordem (multivariados) e de
segunda ordem (multidimensionais), a situacado se inverte, pois tais métodos sao
utilizados justamente quando o sinal do analito ndo é seletivo, devido a presenca
dos interferentes. Essa situacao representa um desafio para o reconhecimento de
métodos de ordem superior por 6rgaos reguladores, uma vez que 0s regulamentos
em vigor atualmente [88,99] foram pensados para métodos univariados.

A sensibilidade analitica (y) € uma figura de mérito que normalmente nao
€ mencionada em normas ou protocolos de validacdo. No entanto, ela apresenta de
forma clara a sensibilidade do método em funcao da unidade de concentracao que é
utilizada. Em analogia com a calibragdo univariada [100], ela é definida como a
razdo entre a SEN e o ruido instrumental (¢), de acordo com a equacao 10.
A estimativa do ruido instrumental é calculada como o desvio padrao combinado
(pooled standard deviation) do sinal analitico em cada comprimento de onda e pode

ser estimada a partir de um certo nimero de replicatas do branco.

SEN
Y=——
€
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O inverso da sensibilidade analitica (y') é uma estimativa da diferenca de
concentracdo minima que é discernivel pelo método analitico considerando o ruido
experimental como unica fonte de erro, independente da técnica especifica que
tenha sido empregada.

O limite de deteccao (LD) é a menor quantidade da espécie de interesse
que pode ser detectada pelo método analitico sob as condicoes experimentais
estabelecidas. Neste trabalho, o LD foi calculado de acordo com a seguinte

equacao,

€
LD:S,SSE (11)

O limite de quantificacdo (LQ) é a menor quantidade da espécie de
interesse que pode ser quantificada (com precisdo e exatiddao adequadas) pelo
método analitico sob as condicbes experimentais estabelecidas, sendo dado pela

equacao 12.

&
LQ:‘IOSﬁ (12)

E importante ressaltar que quando se emprega adicdo-padrio de
segunda ordem, como neste trabalho, as figuras de mérito SEN, SEL, v, LD e LQ
sao especificas para cada amostra e ndo podem ser calculadas para o método como
um todo. Nesses casos, as vezes 0s autores expressam essas figuras como uma
média para um conjunto de amostras [44,101].

Finalmente, neste trabalho, além das figuras ja mencionadas, serao
estimadas também a exatidao, através do grau de recuperagéo obtido em cada nivel
de concentracao, e a precisao, através de seu respectivo desvio padrao.
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4. Parte experimental

4.1. Reagentes, solugcbes e amostras de plasma humano

Foi preparada uma solucéo de RVT 100,0 ug mL™" em etanol (Synth), devido &
baixa solubilidade do RVT em &agua, e a partir desta, uma solucao diluida na
concentragdo de 10,00 ug mL" em agua deionizada (Milli-Q). O padrdo de RVT,
98,26 % de pureza foi gentiimente cedido pela Pharma Nostra (Anapolis, GO).
Todas as vidrarias usadas foram deixadas de molho em uma solugdo 10 % v/v de
HNO; (Synth) por pelo menos 24 horas e lavadas com 4gua deionizada.

Todos os tampdes utilizados foram preparados a partir de uma solucao-
tampao universal para medidas espectrofotométricas no UV, 0,1 mol L ', composta
por &cido citrico (Sigma), fosfato monobasico de potassio (Synth), tetraborato de
sédio (Ecibra), tris(hidroximetil)laminometano (Sigma) e cloreto de potassio (Synth),
acrescidos da quantidade necessaria de uma solucéo 0,4 mol L de acido cloridrico
(Nuclear) ou de uma solugéo 0,4 mol L™ de hidréxido de sédio (Nuclear) [102].

Amostras de plasma de cinco voluntarios saudaveis de diferentes grupos
sanguineos foram obtidas junto ao Centro de Hematologia e Hemoterapia
(Hemocentro) da Unicamp e estocadas a temperatura de — 8 °C. As amostras foram
obtidas na forma de plasma fresco congelado, contidas em bolsas plasticas. E
importante ressaltar os cuidados com a manipulacdo dessas amostras, a fim de
evitar qualquer risco de contaminacao. Elas foram retiradas das bolsas com o auxilio
de seringas de plastico descartaveis e toda a manipulagéo foi conduzida com o uso
de luvas cirtrgicas. Todo o material contaminado com plasma (seringas, luvas,
bolsas de plastico, etc.) foi descartado em uma caixa coletora apropriada (coletor de
materiais perfurocortantes, Descarpack). Todas as amostras e solugdes que
continham plasma foram descartadas em frascos plasticos, que, por sua vez, foram
embalados em sacos de polietileno especiais para “residuos sélidos de servicos de
saude” (Descarpack). Todo o material de descarte foi encaminhado para incineracéao
junto ao Hemocentro. Toda vidraria, depois de utilizada, foi deixada de molho em
agua sanitaria por pelo menos 12 horas.

30



4.2. Instrumentacdo e analise dos dados

Os espectros foram obtidos em um espectrofluorimetro Varian Cary Eclipse
(Figura 11) e usando uma cubeta de quartzo apropriada, de 10,00 mm de caminho
6tico. Os dados foram analisados no programa MATLAB™, versdo 6.5 (The
MathWorks, Natick, EUA), usando o pacote The N-way Toolbox for MATLAB, versao
2.10 [68]. As medidas de pH foram registradas em um pHmetro Corning, modelo
350. A estimativa das figuras de mérito SEN, SEL, v, LD e LQ foi feita a partir das

rotinas elaboradas por Braga [93].

Figura 11. Espectrofluorimetro Varian Cary Eclipsel usado na obtengao
das superficies espectrais.

4.3. Procedimentos

Um experimento prévio foi feito visando a estimativa dos perfis de
concentracdo do RVT em funcdo do pH, preparando-se 21 solucbes de RVT
3,00 yg mL" em &gua deionizada, em baldes de 10,0 mL, tamponadas em valores
de pH variando de 5,0 a 9,6.
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Visando a escolha de uma faixa linear de concentracdo de RVT para a
aplicacdo do método, foram registradas as superficies espectrais das amostras de
um mesmo plasma diluidas dez vezes em baldes de 5,00 mL na faixa de
concentracdo de 0,50 a 10,00 ug mL™", todas tamponadas em pH 4,0.

Para a determinacdo de RVT por adicdo-padréo, amostras de plasma foram
contaminadas com RVT na faixa de concentragdo de 0,10 a 5,00 ug mL™". O plasma
de um individuo diferente foi usado para cada nivel de concentracdo. Considerou-se
a concentracao de RVT nas amostras de plasma, antes da contaminacgao, igual a
zero. As amostras foram diluidas dez vezes antes de cada determinacéo. Para cada
medida, foram utilizados cinco baldées de 10,00 mL; em cada baldo foram
adicionados 1,00 mL do plasma contaminado mais 1,00 mL de solugdo-tampao em
pH 4,0; além disso foram adicionados 0, 50, 100, 150 e 200 uL de uma solucéo de
RVT 10,00 ug mL™", respectivamente em cada um dos cinco baldes. Todos os
balées foram completados com agua deionizada. Todas as determinacdes foram

feitas com amostras em triplicata.

Para a estimativa do ruido instrumental foram feitas 10 leituras de uma

mesma amostra de plasma nao contaminada com RVT.

Todas as superficies espectrais foram obtidas na faixa de excitacdo de 280 a
360 nm (passo 5 nm) e na faixa de emissdo de 380 a 550 nm (passo 2 nm).
A largura da fenda de emissao foi de 10,0 nm e a de excitacdo foi 5,0 nm.

A velocidade de varredura foi de 9600 nm min .
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5. Resultados e Discussao

Durante o preparo e medida de todas as amostras deste trabalho, além do
controle do pH outros cuidados foram tomados para minimizar a possivel
isomerizacdo do RVT na forma cis, tais como a protecdo de todas as amostras
contendo RVT com papel aluminio; todas as solucées de trabalho usadas foram
preparadas no mesmo dia em que foram medidas e a velocidade de obtencdo das

supetficies espectrais foi alta, 9600 nm min ™

, com o objetivo de irradiar a amostra
pelo menor tempo possivel. Além disso, um estudo preliminar foi realizado através
de leitura em triplicata de uma amostra contendo uma solucdo de RVT em &agua,
com o objetivo de observar a possivel isomerizacdo do RVT em sua forma cis.
Os espectros obtidos ndo apresentaram mudancas perceptiveis, 0 que demonstrou
que uma exposicao das amostras de RVT a irradiagao UV por trés vezes mais tempo
que a sofrida durante a obtencao dos espectros nao foi suficiente para causar sua

isomerizagao.

5.1. Estimativa dos perfis de concentracao do RVT em fungéo do pH

Devido ao fato da intensidade de fluorescéncia do RVT ser maior em pH 10,0
[103], inicialmente as medidas foram feitas em meio tamponado nesse valor. No
entanto, na decomposicao dos dados resultantes dessas medidas, observou-se que
0s pesos das amostras de dois fatores apresentaram comportamento crescente em
funcéo da adicdo de RVT (Figura 12). Isso nao era esperado, uma vez que, ao fazer
a decomposicdo dos dados, apenas o fator referente ao RVT deve apresentar
comportamento crescente em funcao da adicdo, pois se espera que a concentracao
dos interferentes se mantenha aproximadamente constante. Uma hipétese para o
comportamento observado € a presenca de duas espécies provenientes da
ionizagdo do RVT, visto que o valor de pH em que foram feitas as medidas esta
préximo dos valores de pK, observados para o RVT [103-106]. Portanto, nessa
regiao de pH deve existir mais de uma espécie ionizada do RVT e essas espécies
devem apresentar diferentes espectros de emissao [103].
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Figura 12. Pesos das amostras (escores) obtidos para um modelo
PARAFAC em pH 10,0.

Dada a necessidade de escolher a regiao mais adequada para tamponar as
solugdes de trabalho, foi elaborado um novo experimento visando estimar os perfis
de concentracdo do RVT em funcdo do pH, baseado em medidas
espectrofluorimétricas obtidas em uma concentracéo fixa de RVT, 3,00 ug mL™.

Os dados obtidos foram decompostos por um modelo PARAFAC a partir de
uma matriz de dados tridimensional formada por 21 valores de pH, 17 comprimentos
de onda de excitacdo e 86 comprimentos de onda de emissao. Um modelo com dois
fatores e restricdo de ndo-negatividade em todas as dimensdes permitiu identificar
as espécies acida e basica do RVT, cujos pesos forneceram o0s respectivos
espectros de excitacdo e emissao (Figura 13). Além disso, os pesos da primeira
dimensao obtidos nesse modelo forneceram um perfil de variacdo dessas espécies
em funcao do pH, através de um grafico alfa (Figura 14). Curvas sigmoidais foram
ajustadas as distribuicbes das duas espécies e a interseccdo dessas curvas
forneceu uma estimativa do valor de pK,i de 8,9 para o RVT. Esse valor esta muito

préximo ao encontrado na literatura, 8,8, também determinado por
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espectrofluorimetria [103]. Além disso, outros valores de pK,; encontrados para o
RVT podem ser citados, 8,2 [104] e 8,1 [105], ambos determinados
espectrofotometricamente, e 9,49, determinado por eletroforese capilar [106].
Certamente a concordancia do valor de pK,i para o RVT estimada neste trabalho
com o valor estimado por Lopes-Nicolas et al [103], também usando
espectrofluorimetria, se deve ao fato de que a maioria das espécies apresenta um

valor de pKs no estado excitado diferente do valor no estado fundamental [107].
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Figura 13. Espectros de excitacao (a) e emissao (b) obtidos para as espécies
acida e basica do RVT, através dos pesos de um modelo PARAFAC.
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pKa1 =8,9

Pesos PARAFAC

Figura 14. Distribuicdo das espécies acida e basica do RVT em fungéo do pH,
obtidas através dos pesos de um modelo PARAFAC.

Depois de estimado o pKa1 do RVT, optou-se por trabalhar em regiao acida
(pH 4,0). Além disso, um estudo mostra que valores de pH mais acidos favorecem a

isomerizacao da forma cis na forma trans do resveratrol [108].

5.2. Determinacéao da faixa de estudo do RV'T no plasma

Para a escolha da faixa de trabalho da concentragcdo do RVT no plasma, foi
elaborado um experimento baseado em medidas espectrofluorimétricas em funcao
da variagdo de concentragdo, numa faixa de 0,50 a 10,00 ug mL™ de RVT em
plasma. Os dados obtidos foram decompostos por um modelo PARAFAC a partir de
uma matriz de dados tridimensional formada por 9 valores de concentracao,
17 comprimentos de onda de excitacao e 86 comprimentos de onda de emissdo. Um
modelo com trés fatores e restricdo de nao-negatividade em todas as dimensodes
permitiu identificar a melhor faixa para determinacao do RVT em plasma e também o
desvio de linearidade, devido a supressdao da fluorescéncia observada em
concentragdes de RVT acima de 8,0 ug mL™" (Figura 15). O perfil obtido nessa curva
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de calibracdo corroborou para a escolha da faixa de concentracdo de RVT a ser
determinada nesse trabalho, 0,10 a 5,00 yg mL™', a qual é condizente com os

valores encontrados na literatura [8,33-41] para esse tipo de aplicacao.
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Figura 15. Curva de calibracdo para o RVT obtida através dos pesos
da primeira dimenséo (escores) de um modelo PARAFAC.

5.3. Determinacao de RV'T em plasma por adicdo-padrao

Através de um estudo prévio foi observado que plasmas de diferentes
individuos apresentaram grande diferenga na intensidade de fluorescéncia quando
contaminados com a mesma quantidade de RVT. Essa diferenca foi notada
visualmente pela observacado das intensidades maximas dos picos, e também pela
comparacao dos escores de um modelo PARAFAC (387, 1466 e 1771) obtido para
trés diferentes plasmas contaminados com a mesma concentragéao de RVT.

Um outro estudo foi realizado com o objetivo de observar o comportamento
dos escores com 0 aumento da concentracdo de RVT em amostras de plasma
diferentes. Como pode ser observado na Figura 16, os escores obtidos através de
um modelo PARAFAC para diferentes amostras de plasma, cada uma delas

contaminada com uma concentragdo de RVT diferente ndo mostram um
37



comportamento linear em funcdo da concentracao do RVT. Esta observacéao indica
um efeito de matriz individual que impede uma calibracdo externa e demanda o uso
do método de calibragéo interna (adicdo-padrao) para a determinacao do RVT em
plasma.
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Figura 16. Pesos das amostras (escores) obtidos para um modelo PARAFAC
com cinco diferentes amostras de plasma, dopadas com concentracoes
diferentes de RVT.

A opcao escolhida para a determinagdo de RVT em plasma foi o uso do
método da adi¢do-padrao, indicado para situacées como a deste trabalho, em que o
efeito de matriz inviabiliza a constru¢cado de uma curva de calibracdo externa. Um dos
aspectos a ser destacado nesta metodologia € o fato de que a curva de adicéao-
padrao foi construida usando os pesos das amostras (escores) de um modelo
PARAFAC, ao invés do sinal instrumental puro. Esses pesos equivalem ao sinal
“filtrado”, livre do sinal dos interferentes. Superficies de excitacao-emissao, obtidas
para uma amostra de plasma puro e para esta mesma amostra dopada com

0,50 ug mL™" de RVT, sdo mostradas na Figura 17.
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Figura 17. Superficies de excitacao-emissao de: (a) uma amostra de plasma
puro e (b) uma amostra do mesmo plasma dopada com 0,50 pg mL™" de RVT.
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Observando a superficie espectral na Figura 17a, nota-se que o plasma puro
apresenta uma banda intensa com maximo de excitacdo/emissdo em
aproximadamente 300/380 nm. A adicdo de RVT (Figura 17b) alargou e aumentou a
intensidade desta banda. No entanto, visualmente a mudancga espectral € um tanto
sutil, devido ao fato de o espectro de fluorescéncia do RVT ser fortemente
sobreposto pelo espectro do triptofano. O triptofano € um aminoacido presente no
plasma humano, que apresenta uma banda de fluorescéncia larga e intensa com um
maximo de excitacdo/emissao em 298/348 nm [109], sendo o principal interferente
nesta regidao espectral [43]. Conforme observado na Figura 13, a forma acida do
RVT (que é a espécie determinada aqui) em agua pura apresenta uma larga banda
de excitacdo com maximo em 316 nm (Figura 13a) e uma banda de emissao
centrada em 403 nm. No plasma esses valores de maximo podem ser um pouco
deslocados, devido a interacdo do RVT com proteinas. Outro aspecto a ser
destacado ¢é a justificativa para a parte inicial da banda de emissao do RVT (A < 380
nm, Figura 13b) ter sido cortada da regido analisada. O motivo foi a presenca de
espalhamento Rayleigh, o qual ocorre quando o comprimento de onda de emissao €
aproximadamente igual ao comprimento de onda de excitacdo e apresenta
comportamento nao-linear, dificultando ou mesmo impedindo, a modelagem pelo
PARAFAC.

Um modelo PARAFAC foi construido para cada uma das triplicatas de cada
amostra a partir de arranjos de dados tridimensionais formados por 5 medidas
(a amostra original mais 4 adi¢cdes), 17 comprimentos de onda de excitacdo e 86
comprimentos de onda de emissdo. No total foram construidos 15 modelos
(triplicatas de cinco niveis de concentracdo). A Figura 18 representa a montagem
desses arranjos cubicos de dados. Alternativamente, foram também testados
modelos que incluiam na mesma analise as trés triplicatas de um mesmo nivel de
concentragédo (15x17x86). No entanto, esses resultados foram inferiores aos obtidos
com a estratégia anterior.

Os melhores modelos foram selecionados com 4 fatores na maioria dos casos
(no caso de um dos plasmas, os melhores modelos foram obtidos com 6 fatores),
e sempre explicaram mais de 99,90 % da variancia total dos dados. A Tabela 2
apresenta o numero de fatores extraidos com o modelo PARAFAC e o tipo de

restricdo imposta ao modelo para cada um dos plasmas analisados. Nesta Tabela
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também sdo mostradas as médias dos valores dos coeficientes de correlagdo das
curvas de adicdo-padrdao obtidas em cada modelo. Os valores de CORCONDIA
obtidos estiveram entre 2 e 60 %, indicando, em varios casos,
deficiéncia/inconsisténcia de trilinearidade. Entretanto, os melhores modelos foram
escolhidos ndo em fungcdo da adequacédo dos dados, mas dos menores erros de
previsdo. Modelos com trés fatores apresentaram quase 100% de trilinearidade, mas
forneceram erros de previsdo muito superiores aos modelos com quatro ou mais
fatores. Além disso, eles apresentaram alta variancia residual sistematica e

significativa, indicando que existiam mais fatores a serem extraidos.
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Figura 18. Representacdo da montagem dos arranjos cubicos de dados analisados
nesta aplicacado. Superficie de excitagdo-emissao para a amostra de plasma
dopada com 0,50 pg mL™" de RVT.
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Tabela 2. Numero de fatores e restricoes dos modelos PARAFAC analisados
neste trabalho e os coeficientes de correlagdo médios das curvas de
adicao-padrao obtidas.

Amostra [RVT] Numero de Restricoes do Coeficientes de
(ug mL™) fatores PARAFAC Correlagéo
Plasma 1 0,10 6 N&o-negatividade 0.994
Plasma 2 0,50 4 Sem 0,999
restricao
Plasma 3 1,00 4 Nao-negatividade 0,989
Plasma 4 2,00 4 N&o-negatividade 0,990
Plasma 5 5,00 4 Nao-negatividade 0,998

Os fatores obtidos foram atribuidos ao RVT e a trés interferentes. Em uma
das amostras, foram modelados cinco interferentes, o que pode ser explicado pela
presenca de outras substancias fluorescentes na composicdo dessa amostra
especifica de plasma. Os pesos obtidos no modelo PARAFAC, relativos as
dimensdes espectrais de excitacdo e de emissdo sdo mostrados na Figura 19.
O interferente 1 foi identificado como sendo o triptofano [43,69,109]. Os outros
interferentes ndo puderam ser identificados com exatiddo, mas algumas espécies
podem ser sugeridas com base na literatura [109], tais como a nicotinamida adenina
dinucleotideo (NADH) e a riboflavina (vitamina B2) ou seus metabdlitos.
Observando-se os pesos de excitacdo do RVT e comparando-se com 0s espectros
obtidos em &gua pura (Figura 13a), nota-se a presenca de um deslocamento
batocrédmico no plasma e também a queda da intensidade de fluorescéncia, devido a
supressdo do sinal (quenching) provocada pela interacdo das proteinas com o
analito. Os pesos da dimensdao das amostras no modelo PARAFAC séao
proporcionais a composicao das espécies fluorescentes presentes nas mesmas e

também podem ser vistos na Figura 19.
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Figura 19. (a) Pesos das amostras no modelo PARAFAC. Espectros de
fluorescéncia deconvoluidos, obtidos através dos pesos do modelo PARAFAC:
(b) excitagao, (c) emisséo.
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Os pesos relativos ao RVT foram usados em regressdes lineares univariadas
e todas as curvas de adicdo-padrao apresentaram coeficientes de correlacao de
minimo 0,99. Os resultados para a determinacdo das amostras apresentaram um
grau de recuperacao que variou de 95,5 a 110,0 %. Uma reta de adicdo-padréao
tipica € mostrada na Figura 20, para uma das triplicatas da amostra 0,50 ug mL™" de
RVT. Os resultados das determinagdes das 5 amostras (estimativas da média e do
desvio padrao das triplicatas) sdo mostrados na Tabela 3, juntamente com 0s erros
em relacdo aos valores esperados. A realizacao de testes-t com 95 % de confianca
e 2 graus de liberdade mostrou que os quatro primeiros valores estimados na

Tabela 3 foram concordantes com os valores de referéncia.
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Figura 20. Reta de adicdo-padrio para a amostra de plasma 0,50 ug mL ™" de RVT.
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Tabela 3. Determinacao de RVT em plasma usando PARAFAC e adi¢ao-padrao

Quantidade adicionada  Quantidade estimada Grau de recuperacao
(ug mL") (ug mL") (%)
0,10 0,11 +£ 0,02 110,0
0,50 0,49 + 0,06 98,0
1,00 1,06 + 0,06 106,0
2,00 1,91 + 0,08 95,5
5,00 5,37 £ 0,02 107,4

@ Valores médios e desvios padrao de trés determinagoes

5.4. Estimativa das Figuras de Mérito

A maioria das figuras de mérito estimadas para a validacao do método
proposto neste trabalho € mostrada na Tabela 4. Como foi previamente enfatizado,
os valores das figuras de mérito SEN, SEL, v, LD e LQ sao especificos para cada
amostra. Ja que existe grande diferenca de sensibilidade entre as amostras, optou-
se por nao expressar valores médios para o método como um todo. Os valores
calculados foram corrigidos considerando a diluigdo das amostras (10 vezes). Os
valores do inverso da y forneceram boas estimativas das diferengas de concentracédo
que o método é capaz de distinguir para cada amostra (estimativas que consideram
apenas o ruido experimental como fonte de erro). As grandes diferencas de
sensibilidade observadas na Tabela 4 se justificam devido ao forte efeito de matriz
individual que ocorre em cada amostra, levando a diferentes intensidades de
supressao do sinal fluorescente. E interessante comparar a Figura 16 com os dados
da Tabela 4 e notar a coeréncia dos resultados. Quanto menor o valor do escore de
um plasma (maior supressdo, Figura 16), menor a sensibilidade da determinacao

nessa amostra (Tabela 4).
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Tabela 4. Figuras de mérito estimadas para o método analitico proposto.

-1

[RVT] Y Y
(ngmL") SEN? SEL (mLpg") (ugmL") LD LQ
Plasma 1 0,10 1450,0 0,15 1856,5 0,001 0,002 0,005
Plasma 2 0,50 315,6 0,08 411,22 0,002 0,008 0,024
Plasma 3 1,00 1054,1 0,08 13734 0,002 0,002 0,007
Plasma 4 2,00 632,4 0,11 823.,8 0,003 0,004 0,012
Plasma 5 5,00 181,7 0,06 238,7 0,011 0,013 0,042

@ Valores expressos como a razao entre unidades de intensidade de fluorescéncia e de concentragao (ug mL™)

Os valores estimados de LD e LQ mostram que o método atende aos

requisitos para aplicagdo em analises clinicas. Além dos parametros mostrados na

tabela acima, também foram avaliadas a exatidao, através do grau de recuperagéao,

que em média apresentou o valor de 103,4 %, e a precisao através do desvio padrao

para cada nivel de concentracdo (Tabela 3). A precisdo foi avaliada no nivel de

repetibilidade e a precisdo média, para o método como um todo, foi estimada

em 8,1 %.
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6. Conclusao

Este trabalho demonstrou que a combinacdo de dados
espectrofluorimétricos de segunda ordem, PARAFAC e o método da adicao-padrao
tornou possivel a determinacdo direta de RVT em uma matriz complexa como o
plasma humano, mesmo na presenga de interferentes previamente desconhecidos.
Foram obtidos bons resultados para a faixa de concentracdo de RVT entre 0,10 e
5,00 ug mL", com erros de previsdo de no maximo 10,0 % e precisdo média de
8,1 %. O método proposto foi validado através da estimativa das figuras de mérito
sensibilidade, sensibilidade analitica, seletividade e limites de deteccdo e
quantificacdo. Os valores estimados para esses parametros apresentaram grande
variacdo de amostra para amostra, demonstrando a presenca de um forte efeito de
matriz.

A metodologia proposta explorou a vantagem de segunda ordem e
permitiu a extracdo dos perfis espectrais de excitacdo e de emissao do analito e dos
interferentes, tornando possivel a identificacdo destes. Uma vantagem associada ao
uso dessa estratégia quimiométrica € o pequeno numero de amostras necessario
para se desenvolver o modelo e obter bons resultados. Além disso, o0 método
proposto apresentou vantagens, tais como baixo custo operacional e rapidez nas
analises, ndo necessitando de etapas prévias de extracdo e separacdo. O tempo
gasto para a realizacdo de cada medida foi de aproximadamente 1 min, bastante
inferior ao tempo de uma corrida cromatogréfica tipica encontrada na literatura para
a determinacao de RVT, que foi de 11 min [8].

A contribuicao deste trabalho pode ainda ser estendida a proposicao
de novas alternativas para a determinacao de RVT em outras matrizes complexas,

tais como vinhos e sucos de uva.
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Apéndice 1: Produtos matriciais de bloco

O objetivo deste apéndice € explicar o produto de Khatri-Rao, porém para
compreendé-lo é necessario antes abordar o produto de Kronecker, uma vez que o

primeiro pode ser escrito em fung¢ao do segundo.

Produto de Kronecker

O produto de Kronecker [1,2], também conhecido como produto tensorial e
representado pelo simbolo “®”, foi proposto no século XIX, pelo alemao Leopold
Kronecker (1823-1891). Caracteriza-se como um operador matricial bindrio, que
transforma duas matrizes de dimensdes arbitrarias em uma matriz de dimenséao
maior, com uma estrutura especial de bloco. Dadas as matrizes A.xm, de dimensdes

n x m, e Bpyg, de dimensdes p x q:

a1,1 a1,m b1,1 b1,q
A — B _ . .
8,1 v Agm | b, - b, iy

O produto de Kronecker, definido por A ® B, € uma matriz de dimensdes

np X mqg, com a estrutura de bloco dada por:

,m

a,,B - a;B
A®B=| : :

B .- a B

n,1 n,m npxmq

d
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Produto de Khatri-Rao

O produto de Khatri-Rao [2,3] foi proposto pelos indianos C. G. Khatri e C. R.
Rao em 1968, ambos pertencentes ao Indian Statistical Institute, Calcuta — india.
O produto de Khatri-Rao também € um operador matricial binario, representado pelo
simbolo “|®|”, e que pode ser escrito em fungdo do produto de Kronecker.
A vantagem de se utilizar o operador de Khatri-Rao na definicdo do modelo
PARAFAC, em relacao ao operador de Kronecker, é a simplificacdo matematica.

Dadas duas matrizes A € Bjs, com o mesmo numero de colunas f = F, o

produto de Khatri-Rao pode ser definido por:

A®B=[a,®b, a,®b, .. a.®b]

[1] Graham, A. “Kronecker Products and Matrix Calculus with Applications”, Wiley:
New York, 1981.

[2] Bro, R. “Multiway Analysis in the Food Industry: Models, Algorithms and
Applications”, tese de doutorado, Universidade de Amsterda, Holanda, 1998, Cap.3,
p. 21.

[3] Khatri, C.G.; Rao, C.R. “Generalized Inverse of Matrices and its Applications”,
Wiley: New York, 1968, p. 12.

56



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

